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Rezumat
Am studiat distribuţia miofi broblastelor stromale pozitive la actina de muşchi neted-α (α-SMA) în materialul bi-
opsic şi postoperator colectat din colul uterin la 17 paciente cu CIN I, 11 paciente cu CIN II, 7 paciente cu CIN III, 10 
paciente cu carcinom microinvaziv, şi 49 de paciente cu carcinom invaziv. Specimenele de conizare ale cervixului uterin 
cu aspect normal au fost folosite drept control (n=5). Am stabilit că expresia α-SMA de către celulele stromale creştea 
pe măsura sporirii severităţii neoplaziei de col uterin. Corelaţia clară dintre expresia α-SMA de către celulele stromale 
şi severitatea leziunii sugerează existenţa complicităţii dintre celulele neoplazice şi cele stromale în evoluţia procesului 
carcinomatos.
Summary
We studied the distribution of stromal myofi broblasts, positive to smooth muscle actin (α-SMA), in bioptic and 
postoperative material, which was collected from patients with CIN I – 17 cases; CIN II – 11; CIN III – 7; microinvasive 
carcinoma – 10; invasive carcinoma – 49. Five cases of postconization, macroscopically unmodifi ed cervical specimens, 
were used as control. We have established that expression of α-SMA by stromal cells increases during the progression of 
lesions severity. Clear correlation between stromal cells which express α-SMA and severity of cervical lesions suggests 
the existence of cooperation among cancer modifi ed cells and stromal cells during the neoplastic process evolution. 
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Introducere. Carcinomul de cervix uterin reprezintă una dintre cele mai frecvente afecţiuni maligne 
umane. Pe parcursul ultimelor decenii a fost demonstrat caracterul evident infecţios al acestei maladii. Este cu-
noscut nu numai agentul etiologic (papilomavirusul uman), dar şi serotipurile cu potenţial cancerigen marcat, 
a fost introdusă în practica medicală vaccinarea împotriva acestui agent. Aceste evenimente au avut drept efect 
micşorarea dramatică a incidenţei neoplaziei de cervix uterin. Există, însă, regiuni cum ar fi  Africa ecuatorială 
(Uganda, Rwanda), America Centrală (Mexic, Honduras, Costa Rica), America de Sud (Columbia, Bolivia, 
Brazilia, Peru), Ţările Europei de sud-est, în care morbiditatea şi mortalitatea prin carcinomul de col uterin 
ocupă poziţii de top în patologia oncologică [1]. Astfel, este absolut fi resc interesul faţă de această afecţiune în 
rândul cercetătorilor de specialitate. 
Pe parcursul ultimelor decenii, a fost demonstrat faptul, că pentru progresia tumorală au importanţă nu 
numai evenimentele ce se petrec în celulele tumorale (indiferent de tumoră), ci şi cele care au loc în stroma 
intratumorală şi peritumorală. Este bine cunoscut faptul că orice tumoare, la etapa iniţială de dezvoltare, îşi 
satisface necesităţile nutritive, plastice şi respiratorii din contul reţelei vasculare preexistente. Pe parcursul 
creşterii, intervine un moment critic, când aceste necesităţi nu mai pot fi  acoperite de către reţeaua vasculară 
preexistentă. În acest moment, tumoarea şi celulele stromei (celulele rezidente, celulele infl amatorii recrutate 
din sângele periferic) încep o colaborare coordonată în vederea formării unei reţele vasculare noi [2]  prin re-
modelarea stromală şi sinteza factorilor de creştere (mitogeni pentru endoteliul atât vascular, cât şi limfatic). 
Angiogeneza tumorală a fost studiată cu lux de amănunte. Se cunosc bine circumstanţele, mecanismele mo-
leculare şi consecinţele acestui fenomen. În schimb, fenomenul de formare a vaselor limfatice, sub acţiunea 
tumorii, este mult mai puţin studiat.   Limfangiogeneza tumorală este un fenomen biopatologic ce decurge pa-
ralel sau secundar angiogenezei [3]. Este bine cunoscut faptul că tumorile solide metastazează prin câteva căi: 
per continuam, prin vasele sangvine şi prin cele limfatice. Răspândirea celulelor neoplazice pe cale limfatică 
este calea primară de metastazare pentru un şir de neoplazii cum ar fi : carcinomul cervical, ovarian, mamar, 
gastric, pulmonar [4]. În rezultatul acestei metastazări, sunt implicaţi în proces ganglionii limfatici regionali, 
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aspect care corelează cu înrăutăţirea prognosticului de supravieţuire la pacienţii respectivi [5]. Descoperirea 
markerilor specifi ci pentru endoteliul limfatic a constituit un salt important în studiul limfangiogenezei fi ziolo-
gice şi tumorale. Una din întrebările la care nu există un răspuns echivoc până în prezent este originea vaselor 
limfatice prin intermediul cărora are loc metastazarea celulelor neoplazice: prin vasele limfatice preexistente 
sau prin reţeaua vasculară limfatică formată de tumoră [6]. Reieşind din cele expuse, scopul lucrării a fost 
studiul limfangiogenezei în leziunile colului uterin prin depistarea proliferării endoteliocitelor limfatice cu 
ajutorul anticorpului monoclonal anti Ki-67.
Material şi metodă. Au fost supuse studiului specimenele obţinute prin biopsii ţintite şi conizaţie de la 
pacientele cu leziuni macroscopic decelabile. Materialul biologic a fost fi xat în soluţie de formol tamponat. 
După spălarea în apă de robinet, dehidratarea în soluţii descrescânde de alcool şi clarefi erea în soluţie de xilen, 
specimenele au fost incluzionate în parafi nă. Întreaga prelucrare preliminară a materialului a fost efectuată 
în conformitate cu prevederile tehnicii histologice convenţionale. Secţiunile, cu grosimea de 3mkm, au fost 
făcute la microtomul de tip „sliding” ERMA Japan. Diagnosticul histopatologic şi gradarea leziunilor au fost 
efectuate prin colorarea cu hematoxilină şi eozină. Au fost identifi cate următoarele tipuri de leziuni: metaplazie 
scuamoasă (n=22), CIN I (n=14), CIN II (n=12), CIN III (n=6), carcinom microinvaziv (n=15) şi carcinom 
invaziv (n=32). Am efectuat dublă imunocolorare a secţiunilor, utilizând 2 anticorpi monoclonali: anti Ki-67 
clona MIB1 Dako Cytomation (Carpinteria, CA, USA) şi anti D2-40 clona D2-40 DakoCytomation (Dane-
marca). Anti Ki-67 a fost utilizat pentru evidenţierea endoteliocitelor limfatice proliferante, iar anti D2-40, 
pentru a pune în evidenţă vasele limfatice şi, astfel, de a diferenţia anume endoteliul limfaticelor pozitiv la 
anti Ki-67 de alte elemente celulare ale tumorii afl ate în proliferare (Ex endoteliul vaselor sangvine). Tehni-
ca imunohistochimică utilizată a fost LSAB+/HRP Double Stain. Demascarea antigenică s-a făcut în soluţie 
Target Retrieval pH6, la temperatura 97oC, timp de 20 de minute. Primul anticorp aplicat a fost anti D2-40, 
cu timpul de incubare 30 de minute, apoi s-a aplicat sistemul avidin-biotin HRP, iar vizalizarea s-a făcut cu 
3,3’-diaminobenzidin (DAB) în calitate de cromogen. Al doilea anticorp aplicat a fost anti Ki-67, cu perioada 
de incubare 30 de minute. După aplicarea sistemului avidin-biotin HRP, vizualizarea s-a făcut cu cromogenul 
amino-etilcarbazol (AEC). Pentru contracolorarea nucleilor a fost utilizată hematoxilina Lille modifi cată. Spe-
cimenele histologice colorate imunohistochimic au fost montate în mediu apos. Procedura de imunocolorare a 
fost efectuată cu ajutorul DakoCytomation Autostainer. Examinarea lamelor histologice s-a făcut la microsco-
pul Nikon Eclipse E600.
Cuantifi carea densităţii microvasculare limfatice (LMVD)  s-a efectuat în conformitate cu metoda mo-
difi cată a câmpurilor fi erbinţi (hot spot) a lui Weidner [7]. Ea constă în examinarea, la amplifi carea X200, a 
trei câmpuri de stromă localizate în imediata vecinătate a neoplaziei sau a epiteliului normal, în care expresia 
anticorpului mai puternic se exprimă. Suma primită în rezultatul identifi cării structurilor ţintă se împarte la 
3, iar media aritmetică obţinută este rezultatul fi nal al examinării unui caz. Au fost numărate doar acele vase 
limfatice, pozitive la D2-40, la care s-a depistat cel puţin o celulă endotelială Ki-67 pozitivă.
Rezultate.  LMVD Ki-67 pozitive în metaplaziile scuamoase. În 8 cazuri nu a fost depistat nici un vas 
limfatic (VL) cu endoteliocite proliferante. Densitatea maximală a fost de 2,8 VL, valoarea medie fi ind de 
0,93 VL.
LMVD Ki-67 pozitive în leziunile preneoplazice. S-a constatat o creştere stabilă a numărului de VL 
proliferante, o dată cu progresia gradului de leziune intraepitelială.  În CIN I, numărul VL cu endoteliocite pro-
liferante a variat între 0 (în 2 cazuri) şi 2,4. Media a fost de 1,4. În CIN II, rezultatele au variat între 0 (într-un 
singur caz) şi 3,8. Media  a constituit 3,33 VL. În CIN III, în toate cazurile au fost detectate VL Ki-67 pozitive. 
Densitatea lor a variat între 4 şi 5,2, cu media de 4,56. E de menţionat faptul că în leziunile intraepiteliale de 
grad înalt (CIN II şi, mai ales, CIN III) vasele limfatice se depistau deja nu numai în stroma profundă, dar şi 
în imediata vecinătate cu membrana bazală a epiteliului exocervical. Majoritatea VL Ki-67 pozitive aveau un 
lumen bine defi nit (erau perfuzabile).  
LMVD Ki-67 pozitive în carcinoamele microinvazive şi invazive. În carcinoamele scuamocelulare mi-
croinvazive şi frank invazive, densitatea microvasculară a VL D2-40 pozitive, şi a VL proliferante (Ki-67 pozi-
tive) scade. Cu cât este mai avansat procesul tumoral, cu  atât mai mică este această densitate. În carcinoamele 
microinvazive numărul de VL Ki-67+ a variat între 0 (un caz) şi 5,2 (media 3,01). În cele invazive, numărul 
vaselor limfatice a fost între 0 (2 cazuri) şi 3,4 (media  2,14). Majoritatea VL proliferante erau localizate în 
stroma peritumorală, VL intratumorale Ki-67 pozitive constituind aproximativ ¼ din toate vasele identifi cate. 
Limfatice intratumorale, indiferent de statutul lor de proliferare, erau non-funcţionale, având o structură apla-
tisată, sinuoasă, lipsite de lumen. VL din zona peritumorală erau mari, perfuzabile, cu un lumen evident. Ma-
joritatea VL proliferante aveau lumen mediu, mult mai rar, lumen mare. Remarcăm faptul, că embolii tumorali 
au fost depistaţi atât în limfaticele neactivate, cât şi în cele activate (Ki-67 pozitive).
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Tabelul 1
Densitatea vaselor limfatice Ki-67 pozitive în leziunile preneoplazice şi neoplazice ale colului uterin
Tipul leziunii Nr. total de cazuri Valoarea minimă Valoarea maximă Valoarea medie
Metaplazia scuamoasă 22 0 2,8 0,93
CIN I 14 0 2,4 1,4
CIN II 12 0 3,8 3,33
CIN III 6 4 5,2 4,56
Carcinom microinvaziv 15 0 5,2 3,01
Carcinom invaziv 32 0 3,4 2,14
Discuţii. Importanţa sistemului vascular limfatic în răspândirea la distanţă a celulelor tumorale este bine 
cunoscută. Există o serie de tumori solide, la care calea limfatică de metastazare este cea primară [8]. Prin in-
termediul acestei căi are loc afectarea metastatică a ganglionilor limfatici regionali. Acest fapt are o importanţă 
majoră în evoluţia ulterioară a neoplaziei, în tratamentul antitumoral şi asupra termenului de supravieţuire a 
pacienţilor. Implicarea în proces a ganglionilor limfatici corelează cu un pronostic nefavorabil. 
Apariţia markerilor specifi ci pentru endoteliul limfatic a făcut posibilă elucidarea mecanismelor molecu-
lare ale limfangiogenezei, mai ales în cazul limfangiogenezei tumorale. În pofi da succeselor marcate obţinute 
pe parcursul ultimelor două decenii, mai există încă o serie de întrebări ce planează asupra acestui fenomen 
asociat proceselor tumorale. 
Au fost efectuate mai multe cercetări axate pe studiul LMVD, cu ajutorul diferitor markeri specifi ci, 
cum ar fi : LYVE-1[9], VEGFR3[10], Prox-1 [11]. În baza rezultatelor obţinute a fost stabilit faptul că tumorile 
determină formarea unei reţele limfovasculare din vasele preexistente. „Switch-ul limfangiogenic” (formarea 
masivă a VL, dictată de tumoare), în neoplaziile scuamocelulare de cap şi gât, ale cavităţii bucale, esofagiene 
şi cervicale începe la stadiul de leziune intraepitelială CIN I şi îşi atinge apogeul în stadiul de CIN III [12]. 
Densitatea VL în leziunile preneoplazice a fost corelată şi cu gradul de expresie a VEGFC[13] – mitogen foar-
te puternic şi specifi c al endoteliul limfatic. Densitatea VL, odată cu momentul invaziei tumorale, începe să 
descrească. Acest fenomen poate fi  explicat prin liza proteolitică a VL de către celulele neoplazice din frontul 
invaziv al tumorii. VL afl ate iniţial la periferia tumorii, ulterior, odată cu creşterea ei în volum, sunt racolate 
în aria plajei tumorale [14]. Rezultatele noastre vin să confi rme acest lucru şi în cazul neoplaziei de cervix 
uterin. Este evident că VL intratumorale sunt limfatice de neoformaţie, pe când cele peritumorale au o origine 
mai mult sau mai puţin obscură. Cu toate că studiile LMVD cu markeri specifi ci pentru endoteliului limfatic 
indică o creştere evidentă a densităţii microvasculare în progresia neoplaziilor cervicale, densitatea VL rămâne 
totuşi un indiciu indirect, de constatare, al neoformării acestor vase. Din această cauză, am decis să studiem 
densitatea vaselor limfatice proliferante, utilizînd markerul proliferării nucleare Ki-67.
Ki-67 este o proteină nucleară, care se exprimă preferenţial pe parcursul fazelor active ale ciclului celular 
(G1, S, G2 şi M), dar nu se expresează în celulele afl ate în G0[15]. În interfază, antigenul este depistat exclusiv 
în nucleu, în timp ce pe parcursul mitozei markerul se localizează pe suprafaţa cromozomilor. În celulele ce 
intră în faza non-proliferativă, antigenul este rapid supus degradării [16].
Rezultatele acestei cercetări indică faptul, că pe parcursul evoluţiei neoplaziei de col uterin are loc for-
marea de VL tumoral-derivate. Rata limfaticelor proliferante are o dinamică comparabilă cu densitatea gene-
rală de vase limfatice, curbele lor de creştere şi descreştere fi ind identice. 
Marea majoritate a studiilor axate pe morfologia VL din zonele intratumorală şi peritumorală pledează 
pentru ideea că limfaticele din plaja tumorii nu sunt funcţionale [17, 18], rolul în răspândirea celulelor neopla-
zice revenind limfaticelor de la periferia tumorii [19]. Totuşi există date, foarte puţine, despre unele tumori în 
care limfaticele intratumorale sunt funcţionale [20]. Aceste rezultate stau la baza conceptului conform căruia 
anume limfaticele peritumorale asigură răspândirea celulelor neoplazice pe cale limfovasculară. Rezultatele 
noastre confi rmă aceste date. În carcinoamele invazive, limfaticele intratumorale, atât VL D2-40+, cât şi Ki-
67+, sunt mici şi colabate, lipsite de lumen. Limfaticele din aria peritumorală, însă, sunt medii sau mari, cu un 
lumen evident. Mai mult, au fost depistate VL cu emboli tumorali doar în ariile peritumorale. Prezenţa embo-
lilor tumorali şi în limfaticele activate indică faptul că, în carcinoamele cervicale invazive, sunt implicate în 
metastazarea limfovasculară atât limfaticele preexistente, cât şi cele de neoformaţie.
Concluzii. Limfangiogeneza tumorală este unul din evenimentele cheie care se produce în cadrul pro-
gresiei neoplaziei de col uterin. În baza rezultatelor despre densitatea microvasculară limfatică generală, dar 
mai ales cea proliferantă, corelată la stadiul de progresie a leziunii cervicale, am constatat că debutul formării 
de vase limfatice, condiţionată de leziune, începe la nivelul de CIN I şi creşte progresiv, atingând apogeul său 
la nivelul de CIN III. Odată cu apariţia invaziei, densitatea limfaticelor scade, ajungând în carcinoamele frank 
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invazive să fi e la un nivel comparabil cu nivelul LMVD din CIN II. Acest aspect denotă faptul că pe parcursul 
evoluţiei neoplaziei cervicale are loc formarea unei reţele vasculare limfatice de neoformaţie. În opinia noas-
tră, datorită faptului că raportul LMVD general/LMVD proliferant rămâne acelaşi, în carcinoamele invazive 
are loc o limfangiogeneză tumorală tot  atât de intensă ca şi în leziunile preneoplazice, chiar dacă densitatea 
VL este simţitor în descreştere. Prezenţa embolilor tumorali şi în interiorul VL proliferante ne face să conclu-
zionăm că metastazarea limfovasculară în carcinoamele cervicale invazive are loc atât prin limfaticele preexis-
tente, cât şi prin cele apărute în rezultatul limfangiogenezei tumorale.  
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Rezumat
Scopul lucrării a fost studierea densităţii microvasculare limfatice proliferante în leziunile preneoplazice şi ne-
oplazice de cervix uterin. Material: metaplazie scuamoasă – (n=22) cazuri, CIN I – (n=14), CIN II – (n=12), CIN III 
– (n=6), carcinom microinvaziv – (n=15), carcinom invaziv – (n=32). Metode: hematoxilină şi eozină pentru diagnosti-
cul histopatologic şi stadializarea leziunilor; dublă imunocolorare, utilizând tehnica LSAB+/HRP Double Stain. Au fost 
utilizaţi pentru cercetare anti D2-40 şi anti Ki-67. Numărarea vaselor limfatice s-a făcut prin metoda hot spot modifi cat a 
lui Weidner. Rezultate: densitatea vaselor limfatice proliferante în metaplazia scuamoasă este egală cu 0,93; CIN I – 1,4; 
CIN II – 3,33; CIN III – 4,56; carcinom microinvaziv – 3,01; carcinom invaziv – 2,14. Limfaticele intratumorale au fost 
mici, colabate, iar cele peritumorale – medii sau mari, cu lumen evident. Au fost depistate 8 vase limfatice proliferante 
74
cu emboli tumorali în lumen. Concluzii: leziunile preneoplazice şi neoplazice determină activ formarea limfaticelor de 
neoformaţie, switch-ul limfangiogen începe în CIN I şi atinge apogeul în CIN III. Intensitatea limfangiogenezei tumorale 
în carcinoamele invazive nu este mai mică decât în CIN. Metastazarea celulelor neoplazice are loc atât prin limfaticele 
preexistente, cât şi prin cele de neoformaţie.
Summary
The aim of this research was the study of proliferative lymphatics microvascular density in preneoplastic and 
neoplastic lesions of uterine cervix. Materials: squamous metaplasia – (n=22) cases, CIN I – (n=16), CIN II – (n=14), 
CIN III – (n=6), microinvasive carcinoma – (n=15), invasive carcinoma – (n=32). Methods: for histopathologic diagnosis 
and lesion’s stadialisation hematoxilin&eosin staining has been used. For identifi cation of general LMVD and density of 
proliferative lymphatics the LSAB+/HRP Double Stain technique were used. Two monoclonal antibodies have been used: 
anti D2-40 and anti Ki-67. Weidner hot spot modifi ed method was used for lymphatic vessels quantifi cation. Results: 
proliferative lymphatic vessels density in squamous metaplasia was equal with 0,93; CIN I – 1,4; CIN II – 3,33; CIN 
III – 4,56; microinvasive carcinoma – 3,01; invasive carcinoma – 2,14. Intratumoral lymphatics were small, fl attened, 
without lumen. Peritumoral lymphatics were large, with distinct lumen. In peritumoral were found 21 lymphatic vessels 
with tumor emboli inside, 8 of them were proliferative lymphatics. Conclusions: preneoplastic and neoplastic lesions of 
uterine cervix determine active formation of new lymphatic vessels. Lymphangiogenic switch begins in CIN I stage. In 
CIN III stage the LMVD is the highest. The intensity of tumor lymphangiogenesis is not smaller than in CIN stages. The 
spreading of tumor cells occurs through both types of lymphatic vessels: preexisting and newly formed.    
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La ora actuală în Republica Moldova se observă o răspândire sporită a cancerului pulmonar şi a orga-
nelor căilor respiratorii superioare. Răspândirea sporită a maladiilor oncologice în ţările Europei Centrale şi 
de Est poate fi  atribuită măsurilor insufi ciente efectuate de către statele corespunzătoare în vederea prevenirii 
acestor boli.
În pofi da faptului că ponderea acestor maladii în structura morbidităţii oncologice în Republica Moldova 
este considerabilă, informaţia despre rolul factorilor, care ar putea infl uenţa apariţia lor, este insufi cientă.
Cercetările epidemiologice cât şi studiile de laborator demonstrează că majoritatea cancerelor umane 
sunt provocate de expunerea la substanţe chimice   (Cantor K.P., 1994; Dich J., 1997; Baldi Z., 1998; Yang 
Miht Pyo Myung-Yung 2005; Cox. Le Ouis  Anthony, 2006). Se ştie, de asemenea, că apariţia maladiilor 
maligne în anumite condiţii este asociată cu anumite profesii, deprinderi nocive, ambianţa habituală nocivă, 
infl uenţe stresante etc.
Pornind  la elaborarea unor măsuri concrete de prevenire a acţiunii nocive a anumitor substanţe  chimice 
asupra sănătăţii omului, în general, şi asupra proceselor de cancerogeneză, în special, este necesar de a concre-
tiza particularităţile locale ale factorilor de risc oncologic pentru populaţie în condiţii reale.
Reieşind din cele expuse, scopul prezentei lucrări a fost studierea frecvenţei acţiunii unor agenţi chimici, 
pe parcursul vieţii, asupra pacienţilor de cancer pulmonar  pentru identifi carea particularităţilor locale ale aces-
tora în diferite zone ale Republicii Moldova.
Pentru realizarea scopului menţionat se prevede soluţionarea următoarelor sarcini:
Identifi carea agenţilor chimici de risc oncologic pentru cancerul pulmonar în Republica Moldova.1. 
Estimarea frecvenţei acţiunii agenţilor identifi caţi asupra pacienţilor cu maladiile nominalizate, pe 2. 
parcursul vieţii.
Aprecierea particularităţilor locale ale factorilor chimic de risc oncologic pentru maladiile menţionate 3. 
în condiţiile reale ale Republicii Moldova.
Material şi metode. Investigaţiile poartă un caracter de analiză retrospectivă a datelor selectate pentru 
cercetare la pacienţii cu cancer pulmonar şi la persoanele din lotul de control, prin intermediul interviurilor 
personale. Interviurile detaliate ale persoanelor selectate conţin date despre expunerea la agenţii nocivi în 
activitatea profesională (activităţi de chimizare în agricultură, morărit, tutunărit, producerea cimentului şi ar-
